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  :ﻣﻘﺪﻣﻪ
 ﻳﻜـﻲ از ﻣﻬﻤﺘـﺮﻳﻦ يﺷـﻴﮕﻼ دﻳـﺴﺎﻧﺘﺮﺑـﺎﻛﺘﺮي 
   اﻧ ــﺴﺎن ﻣ ــﻲ ﺑﺎﺷ ــﺪ ي روده اي ﻫ ــﺎي ﺑﻴﻤ ــﺎرﻳﺰا ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي
ﻋﻠــﺖ اﺻــﻠﻲ ﻫﻤــﻪ ﮔﻴــﺮي اﺳــﻬﺎل ﻧﺎﺷــﻲ از . (1- 3)
ﺮن اﺧﻴـﺮ اﻳـﻦ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺑـﻮده ــــ ـﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ در ﻳﻚ ﻗ 
ﻮر ﺑﻴﻤــﺎرﻳﺰا در اﻳــﻦ ﺑــﺎﻛﺘﺮي ــــــﻣﻬﻤﺘــﺮﻳﻦ ﻓﺎﻛﺘ. اﺳــﺖ
 (Bو  Aﺑﺎ دو زﻳﺮ واﺣﺪ )( xts =nixotagihS )اﮔﺰوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ
 ، %(gK/gµ 5.8 = 05DL)ﻛﺸﻨﺪه  ﻟﻌﺎده ﺑﺎﻻ وﺑﺎ ﺳﻤﻴﺖ ﻓﻮق ا
  07Dkﻟﻜﻮﻟﻲ در ﺣﺪود ﻮوزن ﻣ ﻫﮕﺰاﻣﺮي ﺑﺎﻳﻚ ﻣﻮﻟﻜﻮل 
  
  اﺳـــﺖ ﻛـــﻪ ﺑـــﺎ اﺗـــﺼﺎل ﺑـــﻪ رﺳـــﭙﺘﻮرﻫﺎي ﺳـــﻄﺤﻲ 
  (edimareclgsoairtobolG)ﺳـــــﻠﻮل ﻫـــــﺎي ﻫـــــﺪف 
 (3bG=dimarec clGβ )4-1( laG β )4-1( laG α :3bG
 اﻳـﻦ (.4-6)ﺑﺎﻋﺚ اﭘﻮﭘﺘﻮزﻳﺲ و ﻣﺮگ ﺳﻠﻮل ﺧﻮاﻫﺪ ﺷـﺪ 
   ﺗﻮﻟﻴ ــﺪ 1ﺴﻴﻦ را ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي ﺷ ــﻴﮕﻼ دﻳ ــﺴﺎﻧﺘﺮي ﻧ ــﻮع ﺗﻮﻛ ــ
و   1xtSﻧﻤﺎﻳﺪ، ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻨﻲ ﻣﺸﺎﺑﻪ ﺑـﺎ آن ﺑـﺎ ﻧـﺎم  ﻣﻲ
ﮔﺮدد ﻛﻪ ﻣﺸﺎﺑﻬﺖ  ﻧﻴﺰ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲ751O iloc.E ﺗﻮﺳﻂ 2xtS
 ﺣــﺴﺎﺳﻴﺖ ﺳ ــﻠﻮل ﻫ ــﺎي (.7-9)  درﺻــﺪ اﺳــﺖ 89آﻧﻬ ــﺎ 
  :ﭼﻜﻴﺪه
 ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ. اﺳﺖ اﻧﺴﺎن ايروده ي ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ از ﻳﻜﻲ دﻳﺴﺎﻧﺘﺮي ﺷﻴﮕﻼ :ﻫﺪف و زﻣﻴﻨﻪ
 ﻠﻴﺮﻏﻢﻋ. ﻣﻲ ﺷﻮد ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﺮگ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻨﺘﺰ ﻣﻬﺎر ﺑﺎﻋﺚ اﭘﻴﺘﻠﻴﺎل ﻫﺎي ﺳﻠﻮل ﺑﻪ ورود ﺑﺎ (ﺘﺮيﺑﺎﻛ اﻳﻦ ﺳﻢ)
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﺣﺼﻮل در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺪاوم ﺿﺮورت ﻫﻨﻮز آن، ﻋﻠﻴﻪ واﻛﺴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺟﻬﺖ ﻓﺮاوان ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت
 و ﺟﻬﺶ ﺳﺐﻣﻨﺎ ﻫﺎي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺗﻌﻴﻴﻦ و ﺑﺮرﺳﻲﺑﺎ ﻫﺪف  ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻳﻦ .دارد ﺟﻮدو( Axts) Aﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻧﻮع ﺎﺷﻴﮕ
 ﺟﻬﺖ آن ﺗﺨﻠﻴﺺ روش ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻬﺎﻳﺖ در و آن ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ و ﺑﻴﺎن ﺳﭙﺲ و Axts واﺣﺪ زﻳﺮ ﺳﻴﻨﺘﺘﻴﻚ ژن ﻃﺮاﺣﻲ
  . اﻧﺠﺎم ﺷﺪ زاﻳﻲ اﻳﻤﻨﻲ ﺑﻌﺪي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت
 ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts/a82TEp ﺻﻨﺎﻋﻲ ژن ﺗﻬﻴﻪ و ﻃﺮاﺣﻲ از ﭘﺲآزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ -در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻮﺻﻴﻔﻲ : ﺑﺮرﺳﻲروش
 اﻳﻦ اﻧﺘﻘﺎل از ﭘﺲ. ﮔﺮدﻳﺪ اﻧﺠﺎم ژن اﻳﻦ ﺣﻀﻮر ﺻﺤﺖ ﻛﻨﺘﺮل ﺟﻬﺖ RCP واﻛﻨﺶ ،(D132A- L071R –E432G)
 .ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﺮرﺳﻲ ﺣﺎﺻﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻧﻬﺎﻳﺘﺎً و ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺑﻴﺎن، ،3ED 12lB ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺳﻠﻮل ﺑﻪ وﻛﺘﻮر
 از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ RCP واﻛﻨﺶ ﻧﺘﺎﻳﺞ. ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ژن ﻃﺮاﺣﻲ ﺑﻪ ﻣﻨﺠﺮ اوﻟﻴﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻧﺘﻴﺠﻪ :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﺑﻬﻴﻨﻪ ،3ED 12lB ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺳﻠﻮل در ژن اﻳﻦ ﺑﻴﺎن از ﭘﺲ. داﺷﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻣﻮرد ژن ﺻﺤﺖ از ﻧﺸﺎن ﺘﻴﻚﺳﻨﺘ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
 داده ﻧﺸﺎن اي ﺗﻮده اﺟﺴﺎم ﺷﻜﻞ ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ از زﻳﺎدي ﻣﻘﺎدﻳﺮ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﺘﻴﺠﻪ در. ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻴﺰ آن ﺳﺎزي
 ﺻﻮرت ﺗﻠﻔﻴﻘﻲ ﻫﺎي روش زا اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﻫﺎي ﺮوﺗﺌﻴﻦﭘ ﺳﺎزي ﻣﺤﻠﻮل ﺳﭙﺲ و ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن ﺗﺨﻠﻴﺺ. ﺷﺪ
  . ﮔﺮﻓﺖ
 ژن، اﻳﻦ در ﺟﺪﻳﺪ آراﻳﺶ ﺑﺎ اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ ﻫﺎي ﺟﻬﺶ ﻃﺮاﺣﻲ و ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ اﺛﺮ ﻣﻜﺎﻧﻴﺴﻢ ﺑﻪ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ :ﺮيﻴﮔ ﻧﺘﻴﺠﻪ
 داﺷﺘﻪ ﻗﺒﻠﻲ ﻫﺎي ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ ﺳﺎﻳﺮ ﺑﻪ ﻧﺴﺒﺖ ﻛﻤﺘﺮي ﺳﻤﻴﺖ اﺛﺮ داراي ،ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ ﻛﻪ ﺷﻮد ﻣﻲ ﺑﻴﻨﻲ ﭘﻴﺶ
  . ﮔﺮدد ﻣﻄﺮح ﺑﺮﺗﺮ واﻛﺴﻦ ﺪﻛﺎﻧﺪﻳ ﻋﻨﻮان ﺑﻪ ﺗﻮاﻧﺪ ﻣﻲ ﻧﺘﻴﺠﻪ در ﺑﺎﺷﺪ،
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 ﺑﺮاﺑـﺮ 0001 ﺗـﺎ 1xtS در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ xtSاﻧﺪوﺗﻠﻴﺎل ﻛﻠﻴﻪ اﻧﺴﺎن ﺑﻪ 
ﻛﻨﻨـﺪه  اﻳﺠـﺎد   ﺑﻪ ﻫﻤـﻴﻦ دﻟﻴـﻞ ﻋﺎﻣـﻞ اﺻـﻠﻲ (.01) ﺑﻴﺸﺘﺮ اﺳﺖ 
 (mordnyS cimerU citylomeH )SUH ﺑﻴﻤﺎري ﺧﻮن ادراري
  (.11) ﻣﻌﺮﻓﻲ ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ
 (xtS) ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ زاﻳﻲ اﻳﻤﻨﻲ ﻗﺪرت و ﺳﻤﻴﺖ
 ﺑﺎﻋﺚ آن ﮔﺮمﻧﺎﻧﻮ 82 ﺣﺪود ﻛﻪ ﺷﻜﻠﻲ ﺑﻪ اﺳﺖ ﺑﺎﻻ ﺑﺴﻴﺎر
 آﻧﺘﻲ ﻗﺪرت ﺑﺪﻟﻴﻞ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ و ﮔﺮددﻣﻲ ﻣﻮش ﻳﻚ ﻣﺮگ
 آﻧﺘﻲ ﺗﻮﻟﻴﺪ و اﻳﻤﻨﻲ ﭘﺎﺳﺦ اﻳﺠﺎد ﭘﺘﺎﻧﺴﻴﻞ رايدا ﺑﺎﻻ، ژﻧﻲ
 (.21،5،4) ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﺪن در ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﺑﺎدي
 ﺣﺪود ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ وزن و اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ 96 ﺑﺎ BxtS واﺣﺪ زﻳﺮ
 ﺑﺎ AxtS واﺣﺪ زﻳﺮ ﺑﻪ ﭘﻨﺘﺎﻣﺮ ﺻﻮرت ﺑﻪ داﻟﺘﻮن، ﻛﻴﻠﻮ 7/7
 23 Dk ﺣﺪود در ﻟﻜﻮﻟﻲﻮﻣ وزن ﺑﺎ ﻣﻴﻨﻪ آ اﺳﻴﺪ 492
 ﺑﻪ B واﺣﺪ زﻳﺮ ﺑﻮاﺳﻄﻪ اﺑﺘﺪا ﻦﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴ. اﺳﺖ ﻣﺘﺼﻞ
 اﭘﻴﺘﻠﻴﺎل ﺳﻠﻮل ﻏﺸﺎء در ﻣﺴﺘﻘﺮ 3bG ﺳﻄﺤﻲ رﺳﭙﺘﻮر
 ﻣﻮﻟﻜﻮل از ﭘﻮﺷﻴﺪه ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ ﻳﻚ ﺗﺸﻜﻴﻞ و ﺷﺪه ﻣﺘﺼﻞ
 ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﻃﻲ وزﻳﻜﻮل ﻳﻚ ﺻﻮرت ﺑﻪ و دﻫﺪﻣﻲ ﻛﻼﺗﺮﻳﻦ
. (31-51) ﮔﺮددﻣﻲ اﻧﺠﺎم ﺳﻠﻮﻟﻲ داﺧﻞ اﻧﺘﻘﺎل اﻧﺪوﺳﻴﺘﻮز،
 ﮔﻠﮋي در niruF ﻧﺎم ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﺎز ﺳﺮﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻳﻚ ﺳﭙﺲ
 و )Dk 82( 1A ﺑﺨﺶ دو ﻣﻴﺎن ﭘﭙﺘﻴﺪي ﭘﻴﻮﻧﺪ ﺑﺮش ﺑﺎﻋﺚ
 ﺑﻮاﺳﻄﻪ ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ اﻳﻦ آن ﻣﺘﻌﺎﻗﺐ. ﮔﺮدد ﻣﻲ )Dk 4( 2A
  ﺷﺒﻜﻪ آﻧﺪوﭘﻼﺳﻤﻲﻏﺸﺎء در ﻣﻮﺟﻮد LEDK رﺳﭙﺘﻮرﻫﺎي
 دي ﭘﻴﻮﻧﺪ اﺣﻴﺎي ﻧﺘﻴﺠﻪ در و وارد آﻧﺪوﭘﻼﺳﻤﻲ ﺷﺒﻜﻪ ﺑﻪ
 ﻫﻢ از ﻛﺎﻣﻼً را آﻧﻬﺎ ،2A و 1A ﻣﻴﺎن ﺑﺎﻗﻴﻤﺎﻧﺪه ﺳﻮﻟﻔﻴﺪي
 واﺳﻄﻪ ﺑﺎ 1A ﺧﻄﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻬﺎﻳﺘﺎً (.71،61)ﺎﻳﺪﻧﻤ ﻣﻲ ﺟﺪا
 ﺳﻴﺘﻮزول ﺑﻪ آﻧﺪوﭘﻼﺳﻤﻲ ﺷﺒﻜﻪ ء ﻏﺸﺎ 16ceS ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
. ﮔﺮددﻣﻲ ﺑﺮ ﺳﻠﻮل ﻏﺸﺎء ﺑﻪ ﻧﻴﺰ BxtS و ﮔﺮدد ﻣﻲ ﻣﻨﺘﻘﻞ
 ﺣﺬف ﺑﺎ ﮔﻠﻴﻜﻮزﻳﺪازي -N آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﺿﻤﻦ 1A
 S06 واﺣﺪ زﻳﺮ در ANRr S82  از آدﻧﻴﻦ ﺑﺎز ﻳﻚ
 و 1-FE ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﻋﻤﻠﻜﺮد ﻣﻬﺎر ﻧﺘﻴﺠﻪ در و رﻳﺒﻮزوم
 ﭘﭙﺘﻴﺪي، زﻧﺠﻴﺮه ﺷﺪن ﻃﻮﻳﻞ از ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي ﻧﻬﺎﻳﺘﺎً و 2-FE
 را ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺳﻠﻮل ﻣﺮگ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻨﺘﺰ ﻣﻬﺎر ﻣﻮﺟﺒﺎت
 (.81-12،61) آورد ﻓﺮاﻫﻢ
 واﻛﺴﻦ ﻮاعــاﻧ روي ﺑﺮ ﻓﺮاواﻧﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺗﺎﻛﻨﻮن
 اﻧﺠﺎم ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ واﻛﺴﻦ اﺧﻴﺮا و ﻋﺎﻣﻞ اﻳﻦ
 ﻛﻪ اﻧﺪ ﺑﻮده اﻳﻦ ﺒﺎلدﻧ ﺑﻪ ﻫﻤﻮاره ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ. اﺳﺖ ﮔﺮدﻳﺪه
 از ﻳﻚ ﻛﺪام ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ واﻛﺴﻦ اﻳﻦ ﻃﺮاﺣﻲ ﺑﺮاي درﻳﺎﺑﻨﺪ
 ﻫﻤﺰﻣﺎن ﻳﺎ و ﻣﺠﺰا ﺑﺼﻮرت Axts ﻳﺎ Bxts واﺣﺪ زﻳﺮ دو
 ﻃﺮاﺣﻲ در اﺻﻞ ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ. ﺑﺎﺷﻨﺪ ﺗﻮاﻧﺪﻣﻲ ﺗﺮ ﻣﻨﺎﺳﺐ
 ﺳﻤﻴﺖ اﺛﺮ ﺣﺪاﻗﻞ ﺑﺎ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺣﺼﻮل واﻛﺴﻦ،
 لﺣﺎ ﻋﻴﻦ در و ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﺮاي زاﻳﻲ اﻳﻤﻨﻲ اﺛﺮ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ و
. اﺳﺖ evitaN ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﺗﺮﻳﻦ ﻧﺰدﻳﻚ
ﻪ ﺑ ﺳﻤﻴﺖ، ﺑﻮدن دارا ﺑﺮ ﻋﻼوه ﻃﺒﻴﻌﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻛﻪ ﭼﺮا
 زاﻳﻲ اﻳﻤﻨﻲ درﺟﻪ ﺑﺎﻻﺗﺮﻳﻦ داراي ﺧﻮد ذاﺗﻲ ﺻﻮرت
 ﺑﻪ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ (.32،22 )ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﻧﻴﺰ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﺮاي ذاﺗﻲ
 ﺟﻬﺖ ﻫﺪف، ﻫﺎي ﺳﻠﻮل ﺑﺮ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ اﺛﺮ ﻣﺴﻴﺮ و ﻣﻜﺎﻧﻴﺴﻢ
ﻪ ﺑ ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻳﻚ ﻃﺮاﺣﻲ
 ﻣﻮرد و ﻣﻌﺮﻓﻲ ﻣﺴﻴﺮ ﺳﻪ ﺗﺎﻛﻨﻮن واﻛﺴﻦ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﻋﻨﻮان
  : از ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ ﻛﻪ اﺳﺖ ﺷﺪه واﻗﻊ اﺳﺘﻔﺎده
 ﺑﻪ ﺳﻢ اﺗﺼﺎل روﻧﺪ در اﺧﺘﻼل اﻳﺠﺎد ﺑﺮ ﻣﺒﺘﻨﻲ اول ﻣﺴﻴﺮ
 واﻛﺴﻦ ﻃﺮاﺣﻲ روش، اﻳﻦ اﺳﺎس ﺑﺮ. اﺳﺖ رﺳﭙﺘﻮر
 ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ دﻫﻨﺪه اﺗﺼﺎل واﺣﺪ زﻳﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ،
 ﻋﻨﻮانﻪ ﺑ آن از اﺳﺘﻔﺎده و ﮔﻴﺮدﻣﻲ ﺻﻮرت (Bxts)
   ﻫﺎﻳﻲﺑﺎدي آﻧﺘﻲ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺑﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﻣﻴﺰﺑﺎن، در اﻳﻤﻨﻮژن
 را آن ﺑﺪن، در ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﻀﻮر ﺻﻮرت در ﻛﻪ ﮔﺮدد ﻣﻲ
 ﺳﻠﻮل ﺑﻪ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ اﺗﺼﺎل ﻣﺎﻧﻊ ﻧﺘﻴﺠﻪ در و ﻧﻤﻮده ﺧﻨﺜﻲ
  ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺬف و ﻣﻬﺎر ﺑﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﻧﻬﺎﻳﺖ در و ﻫﺪف
 اﺛﺮ ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺮ ﻓﺎﻗﺪ اﻳﻤﻨﻮژن اﻳﻦ ﻛﻪ اﺳﺖ ﺑﺪﻳﻬﻲ. ﮔﺮددﻣﻲ
 ﺑﺮ ﻣﺼﻮﻧﻴﺘﻲ ﻫﻴﭽﮕﻮﻧﻪ ﻟﻴﻜﻦ. ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﺮ ﺳﻤﻴﺖ
   اﻳﺠﺎد )AxtS( ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺘﻴﻚ واﺣﺪ زﻳﺮ ﻋﻠﻴﻪ
 اﻳﻦ از اﺳﺘﻔﺎده در ﻣﺘﻌﺪدي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺗﺎﻛﻨﻮن. ﻧﻤﺎﻳﺪ ﻧﻤﻲ
 و ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ واﻛﺴﻦ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﺑﻌﻨﻮان( Bxts )واﺣﺪ زﻳﺮ
 ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ژﻧﻲ ﻧﻮع واﻛﺴﻦ ﻋﻨﻮانﻪ ﺑ ﺣﺘﻲ
  (.42-82) اﺳﺖ ﮔﺮدﻳﺪه ﮔﺰارش
 داﺧﻞ اﻧﺘﻘﺎل روﻧﺪ در اﺧﺘﻼل اﻳﺠﺎد ﺑﺮ ﻣﺒﺘﻨﻲ دوم ﻣﺴﻴﺮ
 واﻛﺴﻦ ﻃﺮاﺣﻲ از روش اﻳﻦ در. اﺳﺖ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺳﻠﻮﻟﻲ
 زﻳﺮ اﻳﻦ اوﻻً ﻛﻪ ،ﺷﻮد ﻣﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts اﺳﺎس ﺑﺮ
 ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ،Bxts ﻏﻴﺎب در و ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﺑﻪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، واﺣﺪ
 ﻓﺮض ﺑﻪ ﻴﺎًﺛﺎﻧ و ﻧﺪارد را ﻫﺪف ﺳﻠﻮل رﺳﭙﺘﻮر ﺑﻪ اﺗﺼﺎل
 آن اﺗﺼﺎل ﻋﺪم دﻟﻴﻞ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل، درون ﺑﻪ آن ورود ﻣﺤﺎل
 ﺑﻪ را واﺣﺪ زﻳﺮ اﻳﻦ ﻛﻪ اي ﻧﺎﺣﻴﻪ ﺑﻪ اﻧﺪوزوﻣﻴﻚ، ﻏﺸﺎء ﺑﻪ
DIS fo evihcrA
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 ﻧﻤﺎﻳﺪ، ﻣﻲ ﺗﺒﺪﻳﻞ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﺑﺎ ﻓﻌﺎل 1A ﻣﻮﻟﻜﻮل
 از ﻧﻮاﺣﻲ اﻳﻦ در ﺟﻬﺶ اﻳﺠﺎد ﻓﻠﺬا. ﺷﺪ ﻧﺨﻮاﻫﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ
 ﺗﺎﻛﻨﻮن. ﮔﺮدد ﻣﻲ آن ﺳﻤﻴﺖ ﺷﺪﻳﺪ ﻛﺎﻫﺶ ﺑﺎﻋﺚ ژن،
 ﻟﻴﻜﻦ. اﺳﺖ ﮔﺮدﻳﺪه ﺑﺮرﺳﻲ آن از ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ يﻫﺎ ﺟﻬﺶ
 ﻫﺎيﺟﻬﺶ  E432G، D132A، Y622Fﻣﻴﺎن آن از
. اﻧﺪ ﺷﺪه ﻣﻌﺮﻓﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎﻻي ﭘﺎﻳﺪاري ﺑﺎ ﺗﺮ ﻣﻨﺎﺳﺐ
 وﺣﺸﻲ ﻧﻮع ﺑﺎ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ در واﺣﺪ زﻳﺮ اﻳﻦ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﺑﺎﻋﺚ )E432G( ﻳﺎ )D132A( اﻧﻔﺮادي ﺻﻮرت ﺑﻪ
. ﮔﺮدد ﻣﻲدرﺻﺪ   05 ﺗﺎ RE ﻏﺸﺎء ﺑﻪ آن ﺗﻤﺎﻳﻞ ﻛﺎﻫﺶ
 ﺑﺎﻋﺚ ﺟﻬﺶ دو اﻳﻦ از ﻫﻤﺰﻣﺎن اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻪ ﺣﺎﻟﻲ در
 در و RE ﻏﺸﺎء ﺑﻪ1A  واﺣﺪ زﻳﺮ ﺗﻤﺎﻳﻞ ﻛﺎﻣﻞ ﺣﺬف
 ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﻪ ﻧﺴﺒﺖ آن ﺳﻤﻴﺖ ﺑﺮاﺑﺮي 522 ﻛﺎﻫﺶ ﻧﺘﻴﺠﻪ
 .(7،82،92) ﺷﻮد ﻣﻲ ﻃﺒﻴﻌﻲ
 آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻋﻤﻠﻜﺮد در اﺧﺘﻼل اﻳﺠﺎد ﺑﺮ ﻣﺒﺘﻨﻲ ﺳﻮم ﻣﺴﻴﺮ
 ﻓﻌﺎل ﺟﺎﻳﮕﺎه در واﻛﺴﻦ ﻧﻮع اﻳﻦ در. اﺳﺖ AxtS
ﻪ ﺑ. ﮔﺮددﻣﻲ ﺟﻬﺶ اﻳﺠﺎد A واﺣﺪ زﻳﺮ( etis  evitcA)
 ﺑﻪ BxtS ﺣﻀﻮر ﺑﺪون اوﻻً ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ واﺣﺪ زﻳﺮ اﻳﻦ ﺷﻜﻠﻲ
. ﺷﻮد ﻧﻤﻲ ﻣﺘﺼﻞ 3bG ﻫﺪف ﺳﻠﻮل رﺳﭙﺘﻮر ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ
 ﺳﻠﻮﻟﻲ داﺧﻞ اﻧﺘﻘﺎل ﭘﺮوﺳﻪ ﺷﺪن ﻃﻲ و اﺗﺼﺎل ﺑﻔﺮض ﺛﺎﻧﻴﺎً
 ﺗﻐﻴﻴﺮات اﻳﺠﺎد ﺑﺪﻟﻴﻞ ﻓﻌﺎل، 1A ﺑﻪ ﺗﺒﺪﻳﻞ ﺑﻔﺮض ﺣﺘﻲ و
 ﺗﻤﺎﻳﻞ ﺷﺪﻳﺪ ﻛﺎﻫﺶ و ﺟﻬﺶ اﻳﻦ از ﻧﺎﺷﻲ ﺳﺎﺧﺘﺎري
 اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﻗﺎدر ،(ANRr s82) ﺧﻮد ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ﺑﻪ آﻧﺰﻳﻢ
 آن ﺳﻤﻴﺖ اﺛﺮ ﺣﺬف ﺑﺎﻋﺚ ﻧﺘﻴﺠﻪ در. ﺑﻮد ﻧﺨﻮاﻫﺪ آن ﺑﻪ
 ﺑﺎﻻﻳﻲ و ﻣﻨﺎﺳﺐ اﻳﻤﻨﻲ ﭘﺎﺳﺦ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ و ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺳﻠﻮل ﺑﺮ
 (. 03) ﮔﺮدد ﻣﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ
 اﻳﺠﺎد ﺿﻤﻦ ﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ و usaB
 آﺳﭙﺎرﺗﺎت ﺰﻳﻨﻲﺟﺎﻳﮕ )L071R ﺟﺎﻳﮕﺎه در ﺟﻬﺶ
 AxtS ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻤﻴﺖ اﺛﺮ ،(ﮔﻠﻮﺗﺎﻣﺎت ﺑﺠﺎي
 ﻃﺒﻴﻌﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﻪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﺮاﺑﺮ 003 ﺗﺎ را آن از ﺣﺎﺻﻞ
 دوم ﻧﻮع ﺟﻬﺶ ﺑﺎ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ در را آن و داده ﻛﺎﻫﺶ
. (92)ﺪ دﻫﻨ ﻗﺮار ارزﻳﺎﺑﻲ ﻣﻮرد ﻧﻴﺰ D132A(– )E432G
 ﺳﺎزي ﺟﻬﺶ ﺗﻜﻨﻴﻚ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ دﻳﮕﺮ اي ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ در
 (sisenegatuM detceriD -etiS )MDS ايﻪﻧﻘﻄ ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ
 ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﻤﻴﻦ در ﺟﻬﺶ اﻳﺠﺎد ﺑﺎ ﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ RCP در
 اﻳﻤﻨﻲ اﺛﺮ ﻣﺨﺘﻠﻒ، ﻫﺎي آﻣﻴﻨﻪ اﺳﻴﺪ ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻨﻲ و( 071)
 ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻮرد را ﻫﺎ اﻳﻤﻨﻮژن اﻳﻦ ﺳﻤﻴﺖ ﻛﺎﻫﺶ و زاﻳﻲ
( L) ﻟﻮﺳﻴﻦ ﺑﺎ 071 )R( رژﻧﻴﻦآ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻳﻦ در. دﻫﻨﺪ ﻗﺮار
. ﮔﺮدﻳﺪ ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ( G) ﮔﻼﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ دﻳﮕﺮ ﻧﻮﺑﺖ در و
 ﺗﺴﺖ و اﻻﻳﺰا ﺗﺴﺖ در ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ ﺗﻴﺘﺮ از ﺣﺎﺻﻞ ﻧﺘﺎﻳﺞ
 دو اﻳﻦ از ﺣﺎﺻﻞ ﻫﺎي ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ﺳﻢ ﺳﺎزي ﺧﻨﺜﻲ
 ﻳﻜﻲ ﻛﻪ داد ﻧﺸﺎن اﻳﻤﻦ، ﺣﻴﻮان ﺎﻟﺶـــﭼ ﻧﺘﺎﻳﺞ و ﮔﺮوه
   L071R ﻟﻮﻛﻮس در ﺟﻬﺶ ﻫﺎ،آراﻳﺶ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ از
 و ﺑﺮرﺳﻲ اﺑﺘﺪا ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، اﻳﻦ از ﻫﺪف (.03) ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
 ﻛﻪ اﺳﺖﺑﻮده  Axts ﺪــــواﺣ زﻳﺮ ژن از ﺗﺮادﻓﻲ ﻓﻲﻣﻌﺮ
. ﺑﺎﺷﺪ ﺟﺪﻳﺪ آراﻳﺶ ﺑﺎ ﺟﻬﺶ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻫﺎي ﻟﻮﻛﻮس واﺟﺪ
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ آن، ﺻﻨﺎﻋﻲ ژن ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ و ﺑﻴﺎن ﺳﭙﺲ
 اﺛﺮ ﻪﻣﻄﺎﻟﻌ اداﻣﻪ ﺟﻬﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ،ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
  . ﺑﻮده اﺳﺖ واﻛﺴﻦ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﻋﻨﻮان ﺑﻪ آن زاﻳﻲ اﻳﻤﻨﻲ
  
 : ﺑﺮرﺳﻲروش
 از ﭘﺲدر آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ -ﻮﺻﻴﻔﻲﺎﻟﻌﻪ ﺗدر اﻳﻦ ﻣﻄ
 در ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ دﻳﮕﺮ ﻗﺒﻠﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﻴﺮاﻣﻮن اﻳﻨﺘﺮﻧﺘﻲ ﺟﺴﺘﺠﻮي
 ﻃﺮاﺣﻲ واﺣﺪ، زﻳﺮ اﻳﻦ در ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻫﺎي ﺟﻬﺶ از اﺳﺘﻔﺎده
 ﺳﻪ در اي ﻧﻘﻄﻪ ﺟﻬﺶ واﺟﺪ Axts ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ ﺻﻨﺎﻋﻲ ژن
 ﺻﻮرتﻪ ﺑ ژن اﻳﻦ ،(,L071R )E432G,D132A ﻟﻮﻛﻮس
 ﭼﻴﻨﻲ ﺷﺮﻛﺖ از a82TEp ﺑﻴﺎﻧﻲ وﻛﺘﻮر در ﺷﺪه اﭘﺘﻴﻤﺎﻳﺰ
 .ﮔﺮدﻳﺪ ﺗﻬﻴﻪ )eneGenihS(
 ﺻﻨﺎﻋﻲ، ژن ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺮرﺳﻲ از ﭘﺲ
 ﻫﺎي ﺳﻠﻮل در وﻛﺘﻮر اﻳﻦ اﻧﺘﻘﺎل آﮔﺎروز، ژل ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ
 ﺣﺮارﺗﻲ ﺷﻮك ﻃﺮﻳﻖ از 3ED 12LB iloc.E ﻣﻴﺰﺑﺎن
 ﻛﺸﺖ ﺷﺪه ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﻫﺎيﻛﻠﻨﻲ ﺳﭙﺲ. ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ ﺻﻮرت
 ﺷﺮاﻳﻂ در ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ژن ﺑﻴﺎن آن از وﭘﺲ ﺷﺪ داده
 ﺑﺮرﺳﻲ EGAP-SDS ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ آن ﻣﺤﺼﻮﻻت و ﺠﺎماﻧ ﭘﺎﻳﻪ
 ﺿﻤﻦ اوﻟﻴﻪ، ﻫﺎي ﺑﺮرﺳﻲ در ﺑﻴﺎن ﻋﺪم ﺑﻪ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ. ﮔﺮدﻳﺪ
 درﺟﻪ 85 اﺗﺼﺎل دﻣﺎي و ﺳﻴﻜﻞ 53 )RCP واﻛﻨﺶ اﻧﺠﺎم
 ﺻﺤﺖ ،(ﺑﺨﺶ ﻫﺮ ﺑﺮاي ﺛﺎﻧﻴﻪ 06 زﻣﺎن و ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد
 ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻮرـــــوﻛﺘ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﻣﻮرد ژن ﺣﻀﻮر
 .ﮔﺮدﻳﺪ ﻲﺑﺮرﺳ ﻫﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﻳﻦ از ﺷﺪه
  ﺗﺮادف ﺑﺎ ﺮوـــﭘﻴﺸ( remirP )آﻏﺎزﮔﺮ
  و5´ GAT TCC ATT TAA GGA AGC GGT ACC GTA 3´ 
59 
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 از) 3´CT TGA TAA TCG TCA ACT CCC TTA AGT TAC5´
  . ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮرد (ﺳﻴﻨﺎژن ﺷﺮﻛﺖ
 ﻨﺠﺶﺳـ ـ و اﻟﻜﺘﺮوﻓــﻮرز  ژل از اﺳــﺘﻔﺎده  ﺿــﻤﻦ 
 ﻓـﺎز  و ﺳـﻠﻮﻟﻲ  ﻋـﺼﺎره  ﺑـﺮاي  ﺑﺮادﻓـﻮرد  روش ﺑـﻪ  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﻧﻤﻮﻧ ــﻪ در ﺑﻴ ــﺎن ﻋ ــﺪم ﻣ ــﺸﺎﻫﺪه و آن از ﺣﺎﺻــﻞ ﻣﺤﻠ ــﻮل
 ﺑﻴـﺎن  ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺟﻬﺖ اول، ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻳﺨﺖ ﺗﺮار از ﺣﺎﺻﻞ
 ﺑﺮاي a82TEp وﻛﺘﻮر در ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ AxtS ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ و
 73،03،52 )دﻣ ــﺎ ،(ﺳ ــﺎﻋﺖ 5،4،3،2،1 )زﻣ ــﺎن ﻛﻤﻴ ــﺖ 3
 ،0/5 ،0/52) ﻛﻨﻨـﺪه  اﻟﻘﺎء ﻣﺎده ﻈﺖﻏﻠ و( ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد درﺟﻪ
 آن ﻧﺘ ــﺎﻳﺞ ﺑﺮرﺳــﻲ و ﺗ ــﺴﺖ( ﻣ ــﻮﻻر ﻣﻴﻠــﻲ 1/5 ،1 ،0/57
 ﻣﻨﻔـﻲ  ﻓﻮق ﺷﺮاﻳﻂ ﺗﻤﺎم در ﺑﻴﺎن ﻣﻜﺮراً وﻟﻲ ﮔﺮدﻳﺪ ﺗﻜﺮار
 ﭘﺎﺳـﺎژ  ،(راﻧﺪوم ﺑﺼﻮرت )ﻫﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﻳﻦ از ﻳﻜﻲ از. ﮔﺮدﻳﺪ
 داراي ﺟﺎﻣـﺪ  BL ﻛﺸﺖ ﻣﺤﻴﻂ ﭘﻠﻴﺖ ﻳﻚ روي ﺑﺮ ﻣﺠﺪد
 ﺗﻚ ﻛﻠﻨﻲ 4 ﺑﺮاي نﺑﻴﺎ ﺳﭙﺲ. ﮔﺮدﻳﺪ اﻧﺠﺎم ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ آﻧﺘﻲ
  ﭘﺎﻳــ ــﻪ ﺷــ ــﺮاﻳﻂ ﺑــ ــﺎ اﺧﻴــ ــﺮ ﭘﻠﻴــ ــﺖ از ﻳﺎﻓﺘــ ــﻪ رﺷــ ــﺪ
 ﻧﻈﺮ. ﮔﺮدﻳﺪ اﺟﺮا )mpr051 ,h6 ,C°73 ,Mm 1 GTPI(
 ﺗﻮﻟﻴـﺪ  و ﺑﻴـﺎن  ﺳـﺎزي  ﺑﻬﻴﻨـﻪ  ﺑﻴـﺎن،  ﺧـﻮب  ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺑﻪ
 و دﻣـﺎ زﻣـﺎن، ﻛﻤﻴـﺖ 3 در ﺗﻐﻴﻴـﺮ ﺑـﺎ ﻧﻈـﺮ ﻣـﻮرد ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ
 .ﮔﺮدﻳﺪ ﺗﻜﺮار( )GTPI ﻛﻨﻨﺪه اﻟﻘﺎء ﻣﺎده ﻏﻠﻈﺖ
 AxtS ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ و اﺳﺘﺨﺮاج ﺑﺮرﺳﻲ
 ﻣﺤﻠﻮل ﻏﻴﺮ ﻓﺎز در ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ ﻛﻪ داد ﻧﺸﺎن ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ
 اﻧﻜﻠﻮژن ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺟﻬﺖ. دارد ﻗﺮار ﺳﻠﻮل( ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن)
. ﮔﺮدﻳﺪ اﺳﺘﻔﺎده زﻳﺮ روش از ﺳﻠﻮل، اﺟﺰا ﺳﺎﻳﺮ از ﺑﺎدي
 دﻗﻴﻘﻪ 03 ﺑﻤﺪت )ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﺎي ﺳﻠﻮل اﺑﺘﺪا
 ﺑﺎﻓﺮ در ﺣﺎﺻﻞ رﺳﻮب. ﺷﺪ ﺟﺪاﺳﺎزي( 0006 دور در
 ﻣﻴﻠﻲ 5 ATDE و ﻣﻮﻻر ﻣﻴﻠﻲ 05 ﻛﻠﺮاﻳﺪ ﺗﺮﻳﺲ ﺣﺎوي
 ﺳﻮﻧﻴﻜﻴﺖ، از ﭘﺲ و ﺷﺪه ﺣﻞ( 8=Hp) و ﻣﻮﻻر
   05 ﺗﺮﻳﺲ ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎﺻﻞ رﺳﻮب ﺑﻪ. ﮔﺮدﻳﺪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ
 اﺿﺎﻓﻪ درﺻﺪ 1 ﻛﻮﻻت دِاﻛﺴﻲ ﺳﺪﻳﻢ و ﻣﻮﻻر ﻣﻴﻠﻲ
 ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ و ﺳﻮﻧﻴﻜﻴﺖ ﻧﻤﻮدن، ﺣﻞ از ﭘﺲ و ﮔﺮدﻳﺪ
 داﻛﺴﻲ ﺳﺪﻳﻢ ﻣﺤﻠﻮل در ﺑﺎﻗﻴﻤﺎﻧﺪه رﺳﻮب. ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺗﻴﻤﺎر اﺗﺎق دﻣﺎي در ﺳﺎﻋﺖ 21 ﻣﺪت ﺑﻪ درﺻﺪ 1 ﻛﻮﻻت
 ﺑﻪ ﺳﭙﺲ. ﮔﺮدﻳﺪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ و ﺳﻮﻧﻴﻜﻴﺖ ﺳﭙﺲ و ﺷﺪه
( 5.8=Hp )ﻣﻮﻻر ﻣﻴﻠﻲ 05 ﺗﺮﻳﺲ ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎﺻﻞ رﺳﻮب
 و ﻧﮕﻬﺪاري ﻣﺤﻴﻂ دﻣﺎي در دﻗﻴﻘﻪ 03 ﺑﻤﺪت و اﺿﺎﻓﻪ
 ﺗﺨﺎﻳﺺ ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن رﺳﻮب. ﮔﺮدﻳﺪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﺳﭙﺲ
 اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮرد ﺑﻌﺪ ﻣﺮاﺣﻞ در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻪاداﻣ ﺑﺮاي ﺷﺪه
  (.23) ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار
 -ﻧﻴﻜﻞ ازﺳﺘﻮن اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺳﭙﺲ
 ﻛﻴﺎژن ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ( ATN-iN) اﺳﻴﺪ اﺳﺘﻴﻚ ﻧﻴﺘﺮﻳﻠﻮﺗﺮي
 ﭘﺎﻳﻪ. ﻳﺎﻓﺖ اداﻣﻪ ﺷﺮﻛﺖ ﻫﻤﻴﻦ از ﺷﺪه اراﺋﻪ واﺳﺮﺷﺘﻲ روش و
 ﻣﻮﻻر ﻣﻴﻠﻲ 01 ﻛﻠﺮاﻳﺪ ﺗﺮﻳﺲ ﻣﻮﻻر، 8 اوره ﺷﺎﻣﻞ ﺑﺎﻓﺮﻫﺎ ﺗﻤﺎم
 ﺑﺮاي Hp ﺑﺎ و ﻣﻮﻻر ﻣﻴﻠﻲ 05 ﻓﺴﻔﺎت ﻫﻴﺪروژن دي ﻳﻢﺳﺪ و
. ﮔﺮدﻳﺪ اﺳﺘﻔﺎده 4/5 و 5/9 ،6/3 ،8 ﺑﺘﺮﺗﻴﺐ B,C,D,E ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي
 ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن ﺷﻜﻞ از ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻞــــﺗﺒﺪﻳ ﺟﻬﺖ
 ﺑﺎ ﺷﺪه ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن رﺳﻮب اﺑﺘﺪا ﻣﺤﻠﻮل، ﻦﻴﭘﺮوﺗﺌ ﺑﻪ
 ﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ،ﺳ از ﭘﺲ و ﺷﺪه ﺗﻴﻤﺎر ﻣﻮﻻر 8 اوره ﺣﺎوي B ﺑﺎﻓﺮ
 ﭘﺲ. ﮔﺮدﻳﺪ ﺟﺪا ﺷﺪه ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺣﺎوي روﻳﻲ ﻣﺎﻳﻊ
 ﺟﻤﻊ آن ﺧﺮوﺟﻲ ﻣﺤﺼﻮﻻت ﺳﺘﻮن، از ﻓﻮق ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻋﺒﻮر از
 روش ﺑﻪ ﻫﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﺳﻨﺠﺶ و آوري
 %(21 )EGAP-SDS ژل روي ﺑﺮ آﻧﻬﺎ ﺑﺮرﺳﻲ و ﺑﺮادﻓﻮرد
  (.33،43 )ﮔﺮدﻳﺪ اﻧﺠﺎم
 روش از اﺳـ ـﺘﻔﺎده ﺑـ ـﺎ ﺑﻴـ ـﺎﻧﻲ ﭘــﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺎﻳﻴــﺪ
 siH ﺿـﺪ  ﻛﻠﻮﻧـﺎل  ﭘﻠـﻲ  ﺑـﺎدي  آﻧﺘﻲ ﻮﺳﻴﻠﻪﺑ  اﻳﻤﻨﻮﺑﻼت
 ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﺣـﺎوي  ﺑﻴـﺎﻧﻲ  ﺳـﻠﻮل  ﻛـﺮود  ﻧﻤﻮﻧـﻪ  ﺑﺮاي qaT
 از اﺳـﺘﻔﺎده  ﺑـﺎ  ﻳﻨـﺪ آﻓﺮ اﻳﻦ. ﮔﺮدﻳﺪ اﻧﺠﺎم ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts
 ,daroiB ,gnittolB nretseW) ﺑﻼﺗﻴﻨـﮓ وﺳـﺘﺮن
 ﻣـﻮﻻر،  ﻣﻴﻠـﻲ  93 ﮔﻼﻳـﺴﻴﻦ  ﺣﺎوي اﻧﺘﻘﺎل ﺑﺎﻓﺮ و( ASU
 73 SDS و درﺻـﺪ  02 ﻧﻮلﻣﺘـﺎ  ﻣـﻮﻻر،  ﻣﻴﻠﻲ 84 ﺗﺮﻳﺲ
 FDVP ءﻏـــﺸﺎ روي ﺑـــﺮ اﻧﺘﻘـــﺎل از ﭘـــﺲ و درﺻـــﺪ
( enarbmem ediroulfid enedilynivylop suoroporciM)
 ﺑـــــــﺎﻓﺮ  درFDVP ﻏـــــــﺸﺎء. ﮔﺮدﻳـــــــﺪ اﻧﺠـــــ ــﺎم
 ﺣﺎوي( 02-neewT enilaS reffuB tahpsohP)TSBP 
 دﻣ ــﺎي در ﺳ ــﺎﻋﺖ 2 ﻣ ــﺪت ﺑ ــﻪ ﺧــﺸﻚ ﺷ ــﻴﺮ درﺻــﺪ 5
 TSBP ﺎﻓﺮﺑ ـ ﺑـﺎ  ﺑـﺎر  ﺳـﻪ  ﺳـﭙﺲ  و ﺷـﺪه  ﺗﻴﻤـﺎر  آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه
 آﻧﺘـﻲ  ﺣـﺎوي  TSBP ﺑﺎﻓﺮ در آن از ﭘﺲ. ﺷﺪ داده ﺷﺴﺘﺸﻮ
 ﺳـﭙﺲ  و 0008:1 رﻗـﺖ  ﺑﺎ (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز)gaT siH itnA  ﺑﺎدي
 داده ﻣﺠـﺎورت ( ﻛﻴـﺎژن  ) ﻣﻮﺷـﻲ  ﻛﺎﻧﮋوﮔـﻪ  ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ ﺑﺎ
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘ ــﺮ 005 ﻣﺨﻠ ــﻮط از ﺳ ــﺎزي آﺷــﻜﺎر ﺑ ــﺮاي. ﺷــﺪ
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  0931آذر و دي / 5، ﺷﻤﺎره 31دوره /  ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮدﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم
 )660 244 1 .oN .taC :ehcoR( eulB BM ﻣﺤﻠـﻮل 
 ﺗﻘﻄﻴـﺮ  ﺑـﺎر  دو آب ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ 005 و ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﻋﻨﻮان ﺑﻪ
 ،ﻣﻘﻄـﺮ  آب ﺑـﺎ  واﻛـﻨﺶ  ﺗﻮﻗـﻒ  از ﭘﺲ. ﮔﺮدﻳﺪ اﺳﺘﻔﺎده
 ﮔﺮدﻳ ــﺪ ﺧ ــﺸﻚ و ﺷﺴﺘ ــﺸﻮ ﺑ ــﺎر ﭼﻨ ــﺪ FDVP ﻏ ــﺸﺎء
  (.53،43)
  
  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﭘﻴﺮاﻣﻮن دار داﻣﻨﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت و ﺑﺮرﺳﻲ از ﭘﺲ
 ،A واﺣﺪ زﻳﺮ ژن در ﺟﻬﺶ، ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻫﺎي ﻟﻮﻛﻮس ﺗﻌﻴﻴﻦ
 ﺳﻪ در اي ﻧﻘﻄﻪ ﺟﻬﺶ واﺟﺪ )Axts ﺻﻨﺎﻋﻲ ژن ﺗﻬﻴﻪ و
 ﺑﻴﺎﻧﻲ وﻛﺘﻮر در( ,L071R E432G,D132A ﻟﻮﻛﻮس
درﺻﺪ   1 ژل روي ﺑﺮ آن ﺑﺮرﺳﻲ اوﻟﻴﻪ ﻧﺘﺎﻳﺞ ،a82 TEp
 .(1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )داد ﻧﺸﺎن را آن ﺻﺤﺖ آﮔﺎروز
 Axts ﺻﻨﺎﻋﻲ ژن ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ و ﺑﻴﺎن اوﻟﻴﻪ ﻧﺘﺎﻳﺞ
 ﻋﻠﻴﺮﻏﻢ و ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ از ﺣﺎﺻﻞ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﻤﺎم ﺑﺮاي ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ،
  ﻣﺎده ﻣﻴﺰان و دﻣﺎ ﺎن،ـــزﻣ ﻛﻤﻴﺖ ﺳﻪ ﺪازهــــاﻧ در ﺗﻜﺮار،
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  ﺻـﺤﺖ  ﻣﻘﺎﻳـﺴﻪ  و ﻛﻨﺘﺮل :1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 a82TEp ﺷـﺪه  ﺗﺨﻠـﻴﺺ  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ اﺻﻠﻲ ﺻﻨﺎﻋﻲ
  ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺟﻬﺶ Axts ژن ﺣﺎﻣﻞ
  1230MS# ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ  -1 ﭼﺎﻫﻚ
  ﭼﻴﻨﻲ ﺷﺮﻛﺖ از ﺷﺪه ﺗﻬﻴﻪ اﺻﻠﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ - 2 ﭼﺎﻫﻚ
 ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﺷﺪه ﺮاجاﺳﺘﺨ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ -3  ﭼﺎﻫﻚ
    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 RCP ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ژن ﺗﻜﺜﻴﺮ :2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 از ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج a82TEp/Axts ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ از اﺳﺘﻔﺎه ﺑﺎ
   (ﻣﻨﻔﻲ ﺑﻴﺎن) ﻲﺗﺮارﻳﺨﺘ ﺑﺎﻛﺘﺮي 4
  etalpmeT ﺑﺪون ﻣﻨﻔﻲ ﻛﻨﺘﺮل ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮاي   RCP ﻧﺘﻴﺠﻪ : 1 ﭼﺎﻫﻚ
  1230MS#ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ :2 ﭼﺎﻫﻚ
 وزن ﺑـﺎ  ﻣﻮﺗﺎﻧـﺖ  Axts ﻳﺎﻓﺘـﻪ  ﺗﻜﺜﻴـﺮ  ﻗﻄﻌـﻪ  :6 ﺗﺎ 3ﭼﺎﻫﻚ
  ﺷﺪه ﺗﺮار ﻳﺨﺖ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﻧﻤﻮﻧﻪ 4 در pb288
    
 ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻛﻪ ﺑﻮد ﺣﺎﻟﻲ در اﻳﻦ و ﺷﺪ ﻣﻨﻔﻲ اﻟﻘﺎءﻛﻨﻨﺪه،
 ﺗﻌﺪادي ﺷﺪه ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ RCP واﻛﻨﺶ
  (.2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﺜﺒﺖ ﻫﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﻤﻴﻦ از
 روي ﺮﺑ ﻓﻮق، ﻣﻨﻔﻲ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﻳﻜﻲ ﺳﭙﺲ
 ﻛﺸﺖ ﻣﺠﺪداً )lm/gµ08 nicymanak( BL ﺟﺎﻣﺪ ﻣﺤﻴﻂ
 4 ﺗﻌﺪاد ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري، ﺳﺎﻋﺖ 81 از ﭘﺲ .ﺷﺪ داده ﺧﻄﻲ
 رﺷﺪ و ﻛﺸﺖ ﻣﺎﻳﻊ BL ﻣﺤﻴﻂ در آن از ﺣﺎﺻﻞ ﺗﻚ ﻛﻠﻨﻲ
 ﺳﺎزي، ﺑﻬﻴﻨﻪ اﻧﺠﺎم آن ﺑﺪﻧﺒﺎل و ﺑﻴﺎن ﺑﺮرﺳﻲ ﺳﭙﺲ. ﺷﺪ داده
 (. 3ﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ﺗﺼ) ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﺜﺒﺖ اﺧﻴﺮ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﻤﺎم ﺑﺮاي
 ﺑﺎ و ﻧﻴﻜﻞ ﺣﺎوي ﺗﻤﺎﻳﻠﻲ ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﺳﺘﻮن از
 ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي در اﻳﻤﻴﺪازول ﻏﻠﻈﺖ ﺷﻴﺐ از اﺳﺘﻔﺎده
 ﺷﻜﻞ ﺑﻪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺟﻬﺖ آن،
 ﺑﺮ ﻣﺤﺼﻮﻻت اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﺘﻴﺠﻪ. ﮔﺮدﻳﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﺤﻠﻮل
 روش ﺑﻪ ﺳﻨﺠﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و EGAP-SDS ژل روي
 ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻜﻞ در ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻋﺪم از ﻧﺸﺎن ﺑﺮادﻓﻮرد،
 ﺑﻴﺎﻧﻲ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺣﺎوي ﻫﺎي ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن ﺗﺨﻠﻴﺺ. ﺷﺖدا
 ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ دﻳﮕﺮ از ﺑﺴﻴﺎري ﻧﺴﺒﻲ ﺣﺬف ﺑﺎﻋﺚ
  (.4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﮔﺮدﻳﺪ
79 
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  ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد و ﻫﻤﻜﺎراندﻛﺘﺮ     Aﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻃﺮاﺣﻲ ژن ﺷﻴﮕﺎ
 اﻧﻜﻠﻮژن در ﻣﻮﺟﻮد ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﺑﺎﻻﻳﻲ درﺻﺪ
 ﺣﺎوي  Bﺑﺎﻓﺮ ار اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﺳﻠﻮل، از ﺷﺪه ﺟﺪا ﻫﺎي ﺑﺎدي
 ﻋﺒﻮر ﺑﺎ. ﮔﺮدد ﻣﻲ ﺗﺒﺪﻳﻞ ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎﻟﺖ ﺑﻪ ﻣﻮﻻر 8 اوره
 روش ﺑﻪ ﻧﻴﻜﻞ ﺳﺘﻮن از آن ي ﺷﺪه ﺟﺪا روﻳﻲ ﻣﺎﻳﻊ
 آوري ﺟﻤﻊ ﺳﺘﻮن ﺧﺮوﺟﻲ ﻣﺤﺼﻮﻻت واﺳﺮﺷﺘﻲ،
 و ﺑﺮادﻓﻮرد روش ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻨﺠﻲ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﺘﺎﻳﺞ. ﮔﺮدﻳﺪ
 دﻫﻨﺪه ﻧﺸﺎن EGAP-SDS ژل روي ﺑﺮ آﻧﻬﺎ ﺑﺮرﺳﻲ
  (.5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ ﻧﺴﺒﻲ ﺗﺨﻠﻴﺺ
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  ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺮاي EGAP-SDS ﻧﺘﺎﻳﺞ :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره
 ﻣﺜﺒﺖ ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ در ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ a82TEp/Axts
   1760MS#ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ :1 ﭼﺎﻫﻚ
 3 ﭼﺎﻫـﻚ  ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﻜﺮار ﺑﻴﺎن ﻣﻨﻔﻲ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﻌﻨﻮان : 2 ﭼﺎﻫﻚ
   GTPI ﻛﻨﻨﺪه اﻟﻘﺎء ﻣﺎده ﻛﺮدن اﺿﺎﻓﻪ ﺑﺪون
 ﺣـﺎوي  ﻧﻤﻮﻧـﻪ  ﭼﻬـﺎر  ﻫـﺮ  روﻳـﻲ  ﻣـﺎﻳﻊ  ﻣﺨﻠﻮط :3 ﭼﺎﻫﻚ
 ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ  و ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳـﻴﻮن  از ﺑﻌـﺪ ) ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
  ( ﺑﻴﺎﻧﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن
 ﺣ ـﺎوي  ﻛﻠﻨـﻲ  4 در ﻣﻮﺗﺎﻧـﺖ Axts  ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﺑﻴ ـﺎن  :  7 ﺗ ـﺎ  4 ﭼﺎﻫﻚ
  ( ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ و ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن از ﺑﻌﺪ رﺳﻮب) ژن اﻳﻦ ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
 ﻧﻮع ﺷﺪن ﻣﺸﺨﺺ ﺟﻬﺖ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ژل ﻧﺘﺎﻳﺞ :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  ﺑﻮدن ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﻳﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﻧﻈﺮ از a82TEp/Axts ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ( GTPI)ﻛﻨﻨﺪه  اﻟﻘﺎء ﻣﺎده ﺪونﺑ ﺮيﺑﺎﻛﺘ ﺳﻠﻮل ﻛﺮود )ﻣﻨﻔﻲ ﻛﻨﺘﺮل :1 ﭼﺎﻫﻚ
  1760MS# ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ :2 ﭼﺎﻫﻚ
 واﺟـﺪ  ﺎﺳـﻴﻮن ﺳﻮﻧﻴﻜ از ﺑﻌـﺪ ) ﺑﻴـﺎﻧﻲ  ﺳﻠﻮل ﻛﺮود: 3 ﭼﺎﻫﻚ
  ﻛﻴﻠﻮداﻟﺘﻮن 63 ﺣﺪود وزن ﺑﺎ MAxts( ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎﻧﺪ
 ﺳ ـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ  و ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳ ـﻴﻮن  از ﺑﻌﺪ ﺷﺪه ﺟﺪا روﻳﻲ ﻣﺎﻳﻊ :4 ﭼﺎﻫﻚ
  (ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﺤﻠﻮل يﻫﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺣﺎوي) 3 ﭼﺎﻫﻚ ﻧﻤﻮﻧﻪ
 :5ﭼﺎﻫﻚ
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ  و ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳـﻴﻮن  از ﺑﻌـﺪ  ﺷﺪه ﺟﺪا رﺳﻮب
   (ﺷﺪه ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻧﻴﻤﻪ ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن ﺣﺎوي) 3ﭼﺎﻫﻚ ﻧﻤﻮﻧﻪ
  
 ﺑـﺎ  ﺷـﺪه  ﺗﺨﻠﻴﺺ Axts ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺮرﺳﻲﺑ :5 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﺑـﺎ  و واﺳﺮﺷـﺘﻲ  روش ﺑـﻪ  ﻧﻴﻜـﻞ  ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﺳﺘﻮن
  EGAP-SDS روي ﺑﺮ Hp ﺷﻴﺐ از اﺳﺘﻔﺎده
  1760MS#ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ:  1 ﭼﺎﻫﻚ
 8=Hp ﺑﺎ ﻣﻮﻻر 8 اوره واﺟﺪ ﺑﺎﻓﺮ - (wolf) ﺳﺘﻮن از ﺧﺮوﺟﻲ:  2 ﭼﺎﻫﻚ
 3.6=Hp ﺑﺎ ﻣﻮﻻر 8 رهاو واﺟﺪ ﺑﺎﻓﺮ - ( hsaW )ﺳﺘﻮن از ﺧﺮوﺟﻲ : 3  ﭼﺎﻫﻚ
  9.5=Hp ﺑﺎ ﻣﻮﻻر 8 اوره واﺟﺪ ﺑﺎﻓﺮ -(D ) ﺳﺘﻮن از ﺧﺮوﺟﻲ: 4 ﭼﺎﻫﻚ
  5.4=Hp ﺑﺎ ﻣﻮﻻر 8 اوره واﺟﺪ ﺑﺎﻓﺮ(  E )  ﺳﺘﻮن از ﺧﺮوﺟﻲ:  5 ﭼﺎﻫﻚ
 ﺳﺘﻮن از  SEM ﺑﺎﻓﺮ ﺧﺮوﺟﻲ: 6 ﭼﺎﻫﻚ
  
 ﺑﺎ( gnitoolB  nretseW )ﺑﻼت وﺳﺘﺮن ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ
 ﺻﺤﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺗﺎﻳﻴﺪ gaT siH-itnA ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ از اﺳﺘﻔﺎده
 وزن ﺑﺎ  siH6 دﻧﺒﺎﻟﻪ واﺟﺪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
  (.6ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ داﻟﺘﻮن ﻛﻴﻠﻮ 63 ﺣﺪود
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 ﺷـﺪه  ﺗﺨﻠـﻴﺺ  ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﺑﻼت وﺳﺘﺮن :6ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
   ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺟﻬﺶ AxtS ﺑﻴﺎﻧﻲ
  
 :ﺑﺤﺚ
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﻴﺮاﻣﻮن ﻓﺮاواﻧﻲ ﮔﺰارﺷﺎت ﺗﺎﻛﻨﻮن
 ﺷـﺪه  اراﺋﻪ ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ واﻛﺴﻦ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﺑﺎ ﺐﻧﻮﺗﺮﻛﻴ
 ﭘـ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﻣﻮﺟـ ــﻮد، ﮔﺰارﺷـ ــﺎت آﺧـ ــﺮﻳﻦ در. اﺳـــﺖ
 D132A- E432G ﻧﻘ ــﺎط در ﺟﻬ ــﺶ واﺟ ــﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ ــﺐ
 ﻳـﻚ در و( ﺳـﻤﻴﺖ ﺑﺮاﺑـﺮي 003 ﻛـﺎﻫﺶ ﺑـﺎ دوم ﻣـﺴﻴﺮ)
 واﺟـﺪ A واﺣـﺪ زﻳـﺮ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ از دﻳﮕـﺮ، ﮔـﺰارش ﻣـﻮرد
 ﻛـﺎﻫﺶ  ﺑـﺎ  ﺳـﻮم  ﻣـﺴﻴﺮ  ) L071Rﻓﻌﺎل ﺟﺎﻳﮕﺎه در ﺟﻬﺶ
 ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪﻫﺎي  ﻋﻨـﻮان ﻪ ﺑ آﻧﻬﺎ ﻣﻌﺮﻓﻲ و( ﺳﻤﻴﺖ ﺑﺮاﺑﺮي 002
 در .(13،03)اﺳـﺖ  ﺷـﺪه  ذﻛـﺮ  ﺷﻴﮕﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﻣﻨﺎﺳﺐ
 ﺳـﻪ  ﻫـﺮ  ﺑـﺎ  ژن اﻳـﻦ  ﻃﺮاﺣـﻲ  ﺑـﺎر  اوﻟـﻴﻦ  ﺑـﺮاي  ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻳﻦ
 ﻧﻈـﺮ  ﺑـﻪ  ﻛﻪ ﮔﺮﻓﺖ ﺻﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﺼﻮرت ﻓﻮق ﺟﻬﺶ
 ﻛـﺎﻫﺶ  ﺟﻬـﺶ،  ﺟﺪﻳﺪ آراﻳﺶ اﻳﻦ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ رﺳﺪ ﻣﻲ
 از دور ﺗﻮﻗـﻊ  ﺎﺻـﻞ، ﺣ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻤﻴﺖ اﺛﺮ ﺗﺼﺎﻋﺪي
 زاﻳـﻲ  اﻳﻤﻨـﻲ  ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻪ اﺳﺖ ﺑﺪﻳﻬﻲ اﻟﺒﺘﻪ. ﻧﺒﺎﺷﺪ ياﻧﺘﻈﺎر
 .ﺑﻮد ﺧﻮاﻫﺪ ﻓﺮﺿﻴﻪ اﻳﻦ ﻛﻨﻨﺪه روﺷﻦ آن
 ﻫﺎي ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﺘﺎﻳﺞ در ﻛﻪ آﻧﭽﻨﺎن
 اول ﻣﺮﺣﻠـﻪ  ﺗﺮارﻳﺨﺘـﻲ  از ﺣﺎﺻـﻞ  ﻫـﺎي  ﻧﻤﻮﻧـﻪ  ﺑﻴﺎن ﻣﻜﺮر
 ﺗﻮﺻـﻴﻪ  ﻳـﻚ  ﺑـﻪ  ﺑﻨﺎ وﻟﻲ ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﻨﻔﻲ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ Axts ﺑﺮاي
 ﺑـﺮ  ﻫـﺎ  ﻧﻤﻮﻧـﻪ  اﻳـﻦ  از ﻳﻜـﻲ  ﻣﺠـﺪد  ﺎﺳﺎژﭘ ﺑﺎ ﻋﻠﻤﻲ، ﺗﺠﺮﺑﻲ
 ﺗـﻚ ﻫـﺎي ﻛﻠﻨـﻲ ﺗﻤـﺎم ﺑـﺮاي ﺑﻴـﺎن ﺟﺎﻣـﺪ، ﻣﺤـﻴﻂ روي
 ﺑﺮرﺳـﻲ  ﻋﻠﻴـﺮﻏﻢ  ﻛـﻪ . ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﺜﺒﺖ اﺧﻴﺮ ﭘﻠﻴﺖ از ﺣﺎﺻﻞ
 اﺛﺒـﺎت  ﻋﻤـﻼ ً وﻟـﻲ  ﻧﺎﻣـﺸﺨﺺ،  اﻣـﺮ  اﻳﻦ ﻋﻠﺖ ﻓﺮاوان ﻫﺎي
  .ﮔﺮدﻳﺪ
 و دﻣـﺎ  و زﻣﺎن ﮔﺎﻧﻪ ﺳﻪ ﻫﺎي ﻛﻤﻴﺖ ﺗﻐﻴﻴﺮ ﻋﻠﻴﺮﻏﻢ
 ﺗﻤﺎﻣﺎً ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ AxtS ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﻨﻨﺪه، اﻟﻘﺎء ﻣﺎده ﻣﻴﺰان
 ﺑﻮﺳـﻴﻠﻪ  آن ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻧﺘﻴﺠﻪ در. ﺑﻮد ﺑﺎدي اﻧﻜﻠﻮژن ﺑﺼﻮرت
  ﭘـﺬﻳﺮ  اﻣﻜـﺎن  واﺳﺮﺷـﺘﻲ  روش ﺑـﺎ  ﻣﻨﺤـﺼﺮا ً و ﻧﻴﻜﻞ ﺳﺘﻮن
 اداﻣﻪ ﺣﺎل در ﻫﻤﻜﺎران و ﻧﻮﻳﺴﻨﺪه ﺣﺎل ﻋﻴﻦ در. ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
 اﻳﻤﻨـﻲ  ﻫـﺎي  ﺑﺮرﺳـﻲ  ﺳـﭙﺲ  و ﺗﺨﻠـﻴﺺ  ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ روﻧﺪ
 ﺧﻮﺷـﺒﺨﺘﺎﻧﻪ . ﺑﺎﺷـﻨﺪ  ﻣـﻲ  ﺣﻴـﻮان  در ﺣﺎﺻﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ زاﻳﻲ
 از ﭘـﺲ  ﻛـﻪ  ﺷـﺪه  ﺣﺎﺻـﻞ  ﻧﻴـﺰ  ﺧـﻮﺑﻲ  ﻧﺴﺒﺘﺎً ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺗﺎﻛﻨﻮن
 .ﺷﺪ ﺧﻮاﻫﺪ اراﺋﻪ ﺑﻌﺪي ﮔﺰارش در آن ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺗﻜﻤﻴﻞ،
 ﺑ ــﻪ ﻣﺮﺑ ــﻮط اﺧﺘ ــﺼﺎﺻﻲ ﺑﺎﻧ ــﺪ ﻣ ــﺸﺎﻫﺪه ﻫﻤﭽﻨ ــﻴﻦ
 ﻛﻨﻨﺪه ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺑﻼت وﺳﺘﺮن در ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ AxtS ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﺑﻴـﺎﻧﻲ  ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻣـﺸﺎﻫﺪه . ﺑﺎﺷـﺪ  ﻣـﻲ  ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  اﻳـﻦ  ﺻﺤﺖ
 ژل ﺗ ــﺼﺎوﻳﺮ در ﻟﺘ ــﻮنﻛﻴﻠﻮدا 23 وزن ﺑ ــﺎ ﻣﻮﺗﺎﻧ ــﺖ AxtS
 داﻟﺘﻮن ﻛﻴﻠﻮ 63 ﺟﺎﻳﮕﺎه رد ﺑﻼت وﺳﺘﺮن و EGAP-SDS
 ﺳــﺎزه از ﺷــﺪه اﺿــﺎﻓﻪ داﻟﺘ ــﻮن ﻛﻴﻠ ــﻮ 4 ﺣــﺪود ﻗﻄﻌ ــﻪ ﺑ ــﻪ
 .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﻣﺮﺑﻮط a82TEp
 از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﻓﺮاواﻧﻲ آزﻣﺎﻳﺸﺎت ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻳﻦ در
 ﺗﺨﻠﻴﺺ و ﺳﺎزي ﺑﻬﻴﻨﻪ و ﺑﻴﺎن ﺟﻬﺖ ﻣﺘﻌﺪد، ﻫﺎي روش
 دﻳﮕﺮ ﺑﺮرﺳﻲ ﻪـــاﮔﺮﭼ. ﮔﺮدﻳﺪ اﻧﺠﺎم ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ AxtS
 ﺗﺪاوم و اﺟﺮاﺳﺖ ﺣﺎل در ﻫﻤﭽﻨﺎن ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻫﺎي روش
 ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ زﻳﺮ ﭘﻴﺸﻨﻬﺎد اﻧﺠﺎم رﺳﺪ ﻣﻲ ﻧﻈﺮ ﺑﻪ وﻟﻲ دارد،
 راه a23TEp ﺑﻪ a82TEp از ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ AxtS ژن ﺳﺎزي
 .آورد ﻓﺮاﻫﻢ را ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻜﻞ در ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﺣﺼﻮل
  
   : و ﻗﺪرداﻧﻲﺗﺸﻜﺮ
 ﻛﺸﻮر دﻫﻠﻲ داﻧﺸﮕﺎه ازA .K .adnaP  ﭘﺮوﻓﺴﻮر از ﺗﺸﻜﺮﺑﺎ 
 ﻫﺎﺗﻒ ﻋﻠﻲ دﻛﺘﺮ ﺷﺎﻫﺪ، داﻧﺸﮕﺎه از ﻣﻮﺳﻮي ﻟﻄﻴﻒ ﻣﻴﺮ دﻛﺘﺮ ﻫﻨﺪ،
 و ﻣﻮﺛﺮﺷﺎن ﻫﺎي ﻣﺸﺎوره ﺑﺨﺎﻃﺮ ژﻧﺘﻴﻚ ﻣﻠﻲ ﭘﮋوﻫﺸﮕﺎه از ﺳﻠﻤﺎﻧﻴﺎن
 . ﻛﺸﻮر ﻋﻠﻤﻲ ﺑﺴﻴﺞ ﺳﺎزﻣﺎن ﻫﺎي ازﺣﻤﺎﻳﺖ ﺗﻘﺪﻳﺮ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ
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Background and aims:  Shigella dysentery is one of the most important human pathogenic 
intestinal bacteria. Entrance of the shigella toxin into the epithelial cells inhibits protein 
synthesis leading to cell death. In spite of great investigations on vaccine production against S. 
dysentery, studying to achieve significant stxA recombinant protein still remains important. 
The objective of this study was to determine the appropriate mutation loci and designing stxA 
subunit synthetic gene, its further expression and optimization and ultimately assaying 
purification method for further immunization studies. 
Methods: Three mutant stxA gene including (R170L-A231D-G234E) were designed and the 
synthetic gene in pET28a plasmid was obtained and confirmed by PCR. Thereafter the plasmid 
was transformed into the host cell E.coli BL21 DE3 after which gene expression was optimized 
and protein purity assay was then performed. 
Results: Preliminary studies led to mutant stop gene design, after which it was confirmed by 
synthetic plasmid and PCR. Expression and optimization were then performed which resulted in 
large amount of protein inclusion bodies. Purification of inclusion bodies and protein which 
resulted solubilization was done with a combinatorial method. 
Conclusion: With regard to the mechanism of shiga toxin effect and favorable mutation design 
with new arrangement, less toxicity of expressing protein is predicted than previous other 
mutants, posing a better vaccine candidate. 
 
Keywords: Expression optimization, Mutant stxA, Recombinant vaccine, Shiga toxin, 
                    Shigella dysentery. 
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